Offenlegungsschrift 

D E UTS CH LAND @ Q£ 4432262 A1 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



© Aktenzeichen: P 44 32 262.3 

@ Anmeldetag: 10. 9.94 

© Offenlegungstag: 20. 7.95 



Hill 



© 



Int. CI. 6 : 

A 61 K 45/08 

A 61 K 35/74 
A 61 K 33/08 
A 61 K 31/29 
A 61 K 31/70 
A 61 K 31/415 
A 61 K 31/34 
A 61 K 31/425 
A 61 K 31/44 



CM 
CO 
CM 

CM 
CO 

? 

UJ 

Q 



(35) Innere Prioritat: © © © 


@ Erfinder: 


13.01.94 DE 44 00 736.1 02.02.94 DE 44 03106.8 


gleich Anmelder 


© Anmelder: 




Denecke, Rainer, Dr.med.vet., 20149 Hamburg, DE 




© Vertreter: 




Klickow, H., Dipl.-lng. Dr.-lng.; Hansmann, D., 




Dipl.-lng., Pat.-Anwalte, 22767 Hamburg 





Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Praparatkombination zur Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen des Verdauungstraktes 

© Das Praparat dient zur Therapie und Prophylaxe von 
Erkrankungen des Verdauungstraktes, die bei Anwesenheit 
von pathogenen und/oder fakultativ-pathogenen Bakterien 
auftreten. Insbesondere ist an eine Anwendung bei Erkran- 
kungen gedacht, die bei einem Auftreten der Genus Helicob- 
acter und Campylobacter zu beobachten sind. Als Wirkstoff 
ist mindestens ein Anteil zur Saurehemmung und/oder 
Neutralisation und/oder ein Bestandteil zur Unterstutzung 
einer Schutzschichtbildung im Schleimhautbereich rriit min- 
destens einem Lantibioticum kombiniert. Es ist ebenfaJIs 
denkbar, sowohl einen Bestandteil zur Saurehemmung und/ 
oder Neutralisation als auch einen Bestandteil zur Unterstut- 
zung einer Schutzschichtbildung miteinander und mit einem 
Lantibioticum zu kombinieren. Das Lantibioticum wird pro- 
biotisch im Verdauungstrakt durch gezielt zugegebene Bak- 
58 terien erzeugt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Praparatkombinationen zur Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen des Verdau- 
ungstraktes, die bei Anwesenheit von pathogenen und/oder fakultativ-pathogenen Bakterien auftreten, insbe- 
5 sondere bei einem Auftreten der Genus Helicobacter und Campylobacter. 

Die bislang bekannten Praparate erzielen zwar kurzfrtstig eine gute Wirkung, es wird jedoch oft festgestellt, 
daB nach einigen Monaten die gleichen Krankheitssymptome wieder auftreten, da durch die Therapie keine 
restlose Ausheilung erfolgt ist 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Praparatkombination der einleitend genannten Art 
io derart anzugeben, daB die Wirksamkeit verbessert wird. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gel6st, daB ais Wirkstoff mindestens ein Anteil zur Saurehem- 
mung und/oder Neutralisation mit mindestens einem Bakterium zur probiotischen Erzeugung eines Lantibioti- 
cums im Verdauungstrakt kombiniert ist. 

Die krankmachende Wirkung von Helicobacter pylori beim Menschen ist hinianglich bekannL 
15 Es gibt alguisft. eine Vielzahl von Bakterien, die ursprQnglich vom Tier auf den Menschen Obertragen 
worden sind (Zoonosen), wie z. B. gastrische Spirillen und Campylobacter-like-organisms (CLO), die vergleich- 
bare oder ahnliche Krankheiten/Lasionen wie Helicobacter pylori ausldsen kdnnen. Auch Proteus vulgaris ware 
zu nennen, der wie Helicobacter pylori Urease-positiv ist Mischinfektionen sind sehr haufig. 

Diese von Helicobacter pylori verschiedenen Keime werden auch von Mensch zu Mensch weiter Obertragen. 
20 Die Durchseuchung mit Nicht-Helicobacter pylori Bakterien ist nicht zu unterschatzen. Die meisten dieser 
Bakterien leben auch wie Helicobacter pylori in der gleichen dkologischen Nische, d h. auf und in der Magen- 
schleimhaut unter der schOtzenden Schleimschicht Besonders gefahrdet sind Hunde- und Katzenhalter, sich mit 
diesen Keimen zu infizieren, (z. B. mit H. canis). 

Krankheitsbilder, an denen oben genannte Bakterien beteiligt sind, werden in den folgenden Publikationen 
25 diskutiert: "Chronic Alcoholic Gastritis", Rajiv Uppal, MD; Syed IC Lateef, MD; Mark A. Korsten, MD; Fiorenzo 
Paronetto, MD; Charles S. Lieber, MD, Archives of Internal Medicine, April 1991, Vol 151, Seite 760- 764; 
"Detection and identification of Helicobacter pylori by the polymerase chain reaction", C Clayton, K KJeanthous, 
S Tabaqchali, J Clin Pathol 1991, 44, Seite 515-516. Ein Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Helicobac- 
ter pylori und Magenkrebs findet sich im Aufsatz "Helicobacter pylori and gastric carcinoma", R.J.LF. Loffeld, I. 
30 Willems, J.A. Flendrig & Arends, J.W. Histopa thology 1 990, 1 7, Seite 537 — 54 1 . 

Bislang bekannte PrSparate zur Therapie der in den oben zitierten Publikationen genannten Erkrankungen 
weisen ein ungunstiges Verhaltnis von Wirksamkeit und Nebenwirkungen auf. Aufgrund der gravierenden 
Folgen einer Infektion mit diesem Krankheitserregern s. o„ ist eine wirksame und unbedenkliche Prophylaxe 
und Therapie erforderlich. 

35 Die oben genannten Erkrankungen werden nach bislang angewandten Therapieverfahren mit Praparaten 
behandelt, deren wirksames Prinzip z. B. Wismutsalze sind. Da eine alleinige Therapie mit diesen Salzen sich als 
nicht ausreichend erwies, muBte erganzend eine komplizierte antibiotische Kombinationstherapie durchgefQhrt 
werden (z. B. mit Amoxicillin und Metronidazole Das Nebenwirkungsspektrum der bisher verwendeten Antibio- 
tika ist hinreichend bekannt. 

40 Derartige Behandlungsverfahren werden beispielsweise im Aufsatz "Diagnostic value of decreasing IgG, IgA, 
and IgM antibody titres after eradication of Helicobacter pylori", Timo U. Kosunen, Kari Seppala, Seppo Sarna, 
Pentti Sipponen, The Lancet, Vol 339, 1 1. April 1992, Seite 893 sowie in dem Obersichtsartikel von J. Ormand und 
N. Talley: "Helicobacter pylori; Controversies and an Approach to Management" aus Mayo Clin. Proa 65: 
414-426, 1990, beschrieben. 

45 Darpber hinaus kann die rein symptomatische Therapie mit Antacida, H 2 -Blockern und ATPase-Hemmern zu 
einer Uberwucherung des Magens mit Bakterien und/oder Pilzen (Fakalflora) ftihren, da der Saureschutz des 
Hohlorgans verlorengegangen ist. Einhergehend mit der Saurehemmung kommt es zu einem massiven Sekre- 
tionsrflckgang von Lysozym aus den MagendrGsen. Dieses kdrpereigene, antibakteriell wirkende Enzym ist 
essentiell fOr die Repression von pathogenen Keimen. Insofern begOnstigt die Sauresuppression gewisse atiopat- 

50 hogenetischen Faktoren fQr diverse gastro-intestinalen Lasionen (z. B. Magenkarzinom und Karzinoide). 

Die antibakterielle Wirksamkeit von Lantibiotica, insbesondere von Nisin, ist bereits bekannt Eine Verwen- 
dung als Lebensmittelzusatz wird beispielsweise in der EP-A-0 453 972 beschrieben. Die antibakterielle Wirk- 
samkeit von Nisin ist darOber hinaus auch in der US-PS 5 043 176 angegeben. Die Verwendung von Nisin im 
kosmetischen Bereich ist in der DE-OS 39 38 1 40 beschrieben. 

55 Die eingangs genannten Bakterien, insbesondere Helicobacter sp„ sind der atiopathogenetische Faktor fQr die 
chronische Gastritis. Diese f Qhrt im Laufe der Zeit zur Schleimhautatrophie und intestinalen Metaplasie. Endsta- 
dium dieser Prozesse ist in der Kegel ein Magentumor. 

Durch rechtzeitigen prophylaktischen Einsatz von Lantibiotica, beispielsweise Nisin, lieBe sich die Inzidenz 
dieser Tumoren drastisch senken. Die Besiedlung des Magens mit pathogenen Bakterien (z. B. Gastrospirillum 

60 hominis oder Helicobacter pylori) kann zu einer Schwachung der Schleimhautresistenz fuhren, so daB Patienten, 
die auf die regelmaBige Einnahme von Corticosteroiden und nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAIDS) ange- 
wiesen sind, vermehrt peptische GeschwOre entwickeln. 

Auch bei diesem Patientengut kann durch den rechtzeitigen prophylaktischen Einsatz von z. B. Nisin eine 
erhebliche Reduzierung dieser Krankheit erreicht werden. 

65 Etwa die Halfte der Weltbevolkerung ist mit Helicobacter pylori besiedelt Durch geeignete Screening-Pro- 
gramme (Serologic Atemtest und PCR) lassen sich Risikogruppen leicht identifizieren. In diesen Fallen kame 
dem prophylaktischen Einsatz von nisinoiden Substanzen eine nicht zu unterschatzende volkswirtschaftliche 
Bedeutung zu. 
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Der prophylaktische Einsatz von Nisin ist medizinisch unbedenklich, da es nicht resorbiert wird und durch 
Pankreasenzyme insbesondere Alpha-Chymotrypsin inaktiviert wird. 

Die Applikation der Medikamente erfolgt solange, bis das Ziei der Behandlung, namlich die Schmerzbefreiung 
und die Keimeradikation, erfolgt ist Da viele der diskutierten Bakterien ubiquitar vorkommen, ist eine Reinfek- 
tion jedoch nicht auszuschiieBen. 5 

Aus therapeutischer Sicht ergeben sich folgende Indikationen: 

— Ulcus duodeni 

— Ulcus duodeni mit gastrischer Metaplasie 

— Ulcus ventriculi 10 

— Magenlasionen mit intestinaler Metaplasie 

— Erosionen 

— chronisch aktive Gastritis 

— chronisch inaktive Gastritis (z. B. atrophische) 

— chronisch inaktive Gastritis mit Metaplasie und/ oder Dyplasie 15 

— sonstige Gastritiden 

— akute Gastritis 

— Duodenitis 

— nicht-ulzerose Dyspepsie und funktionale Dyspepsie 

— andere gastro-intestinale Krankheiten 20 

— Barrett's Osophagus mit Dysplasie oder Metaplasie 

— Erkrankung auf der Basis heterotopischer Magenmukosa im Verdauungstrakt (z. B. im Meckelschen 
Divertikel) 

— Osophagopathien (z. B. Refluxdsophapitis) 

— Magenkrebs 25 
Weitere Indikationen sind: 

— Erkrankungen auf der Basis einer Besiedlung der verdauungstraktassoziierten Ausfuhrungsgange mit 
Bakterien (z. B. der Brunnerschen Drflsen) 30 

— endokrine Storungen wie Hypergastrinamie und Hyperpepsinogenamie 

— psychische Storungen (z. B. Depression) 

— MenStrier-Krankheit 

— Gastropathien, z. B. protein-losing hypertrophic gastropathy oder gastrische Lymphome 

35 

Die Verwendung eines Lantibioticums, insbesondere eines nisinoiden Wirkstoffes, erweist sich als eine auBerst 
wirksame MaBnahme zur Abtdtung von aggressiven Magenbakterien. Nisinoide Substanzen sind gegenOber 
Magensaft resistent, weil sie Lanthionin und/oder Methyllanthionin enthahen und kdnnen sogar bei einem 
pH-Wert von 1 -2, der typischerweise im Magen vorliegt, ihre optimale Wirkung entfalten. 

Der Einsatz nisinoider Substanzen ist auch bei Haus- und Nutztieren sowie Labor- und Zootieren angezeigt 40 
Bei diesen Tieren wurden Bakterien nachgewiesen, die in der gleichen okologischen Nische wie Helicobacter 
pylori beim Menschen vorkommen. Helicobacter pylori ist unter normalen Bedingungen humanspezifisch und 
kommt mit Ausnahme des Affen bei den oben genannten Tieren nicht vor. 

Mangels ausreichender Untersuchungsergebnisse und taxonomischer Turbulenzen auf diesem speziellen 
Sektor werden diese spiraligen Organismen derzeit wie in der Publikation "An Uncultured Gastric Spiral 45 
Organism Is a Newly Identified Helicobacter in Humans", Jay V. Solnick, Jani O'Rourke, Adrian Lee, Bruce J. 
Paster, Floyd E Dewhirst and Lucy S. Tompkins, The Journal of Infections Diseases, 1993, 168, Seite 379 ff, 
eingeteilt 

Folgende Bakterien werden aufgefahrt: 

50 

— Helicobacter canis 

— Helicobacter felis DS3 

— Helicobacter felis CS1 

— (Gastrospirillum hominis) 2 

— (Gastrospirillum hominis) 1 55 

— Helicobacter pylori 

— Helicobacter acinonyx 

— Helicobacter sp. CL03 

— Helicobacter mustelae 

— Helicobacter fennelliae 60 

— Helicobacter muridarum 

— Helicobacter cinaedi 

— (Flexispira rappini) 

— Wolinella succinogenes 

— Campylobacter fetus ss fetus 65 

— Campylobacter largi 

— Campylobacter coli 

— Campylobacter jejuni 
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Die von Tieren isolierten Bakterien des Campylobacter-Helicobacter-Komplexes induzieren dem Menschcn 
vergleichbare gastro-intestinale Usionen, so daB auch hier der Nisineinsatz wirtschaftlich sinnvoll erscheint 
AuBerdem werden sie haufig auf den Menschen Qbertragen und erzeugen dann das von Helicobacter pylori 
bekannte Bild. Auch dieses Keimspektrum sollte mit nisinoiden Substanzen angegangen werden. 
5 Bei der Herstellung und Anwendung des Praparates kann die Wasserloslichkeit von Nisin genutzt werden. Die 
Wasserldslichkeit ist abhangig vom jeweils vorliegenden pH-Wert und betragt fflr eine Wassermenge von 
100 Milliliter 12 Gramm bei einem pH-Wert von 2,4, 1 Gramm bei einem pH-Wert von 5,6 und 0,075 Gramm bei 
einem pH-Wert von 7,0. Insbesondere bei niedrigen pH-Werten ist somit eine hohe Wasserloslichkeit gegeben. 
In nichtpolaren Ldsungsmitteln ist hingegen eine vergleichsweise ausgepr§gte Unldslichkeit gegeben. 
10 Nisin gehdrt zur Gruppe der Polypeptidantibiotika, Untergruppe Lantibiotica, und besteht aus 34 Aminosau- 
ren. Dieses Polypeptid wird von gewissen Stammen von Lactococcus lactis ssp. produziert 

Unter Lantibiotica, deren bevorzugte Ausbildung in Subtilin, Nisin und nisinoiden Substanzen zu sehen ist, 
werden unter anderem auch Bakteriozine verstanden, die Lanthionin und/oder Methyllanthionin enthalten. 

Charakteristisch ist, daB innerhalb des NisinmolekQIs fOnf Ringstrukturen vorhanden sind, die jeweils eine 
15 unterschiedliche Anzahl von Aminosauren aufweisen. Das Molekulargewicht betr3gt etwa 3500. Es sind jedoch 
auch Molekularstrukturen, insbesondere Di- oder Multimere, bekannt geworden, die Molekulargewichte von bis 
zu 14 000 aufweisea Dies ist beispielsweise bei B. Jarvis, Jeffsoat, Joan & Cheeseman, Bioch. Biophys. Acta, 1968, 
168(l),Seite 153 angegeben. 

Eine Wirkstoffherstellung mit bewahrten Mitteln kann dadurch erfolgen, daB die nisinoide Substanz als Nisin 
20 ausgebildet ist 

Der grundsfitzliche Aufbau von Nisin sowie Mdglichkeiten zur Produktion von Nisin ergeben sich aus den 
Patentschriften GB 844 782 und DE 11 95 434. Weitere Produktionsverfahren sind beispielsweise in den Patent- 
schriften DE 16 17 580 sowie DE 20 00 818 angegeben. Nisinoide Substanzen (antimikrobiell wirksame Peptida- 
naloge) kdnnen biotechnologisch hergestellt oder synthetisch erzeugt werden. 
25 Durch "genetic engineering" oder gezielte Mutagenese kdnnen der natflrlichen Substanz Oberlegene Mutan- 
ten produziert werden. Insbesondere ist es hierdurch mdglich, eine Anderung der chemischen Konfiguration, 
beispielsweise durch EinfQhrung neuer Aminosauren beziehungsweise Ersatz oder Deletion von AminosSuren 
oder bestimmten chemischen Gruppen, durchzuffihren. 

Diese und andere Lantibiotika eigenen sich besonders gut zur Krebsbekampfung in der entsprechenden 
30 galenischen Formulierung. Das spezielle pharmakologische Verhalten der Lantibiotika ermdglicht selektive 
EHminierung von Tumorzellen. 

Eine Kombination der nisinoiden Substanz mit Praparaten, die zu einer Reduktion der Mukosabarriere 
fQhren, potenziert die Wirksamkeit (z. B. Lysozym, kationische Detergenzien, Chelatoren, etc.). Das Lysozym 
wirkt z. B. nicht nur synergistisch, sondern es bewirkt auch eine Verz6gerung der Resistenzentwicklung und ist 
35 wie Nisin magensaftresistent. Insbesondere ist an eine Kombination mit Permeabilisierern gedacht 

Die hohe Ruckfallquote beziehungsweise Exazerbation gastro-intestinaler Erkrankungen laBt sich aufgrund 
eigener Untersuchungen darauf zuriJckftthren, daB z. B. Helicobacter pylori intrazellular in Magenepithelzellen 
persistiert Diese intrazellularen Keime konnten mit den bisherigen Therapieverfahren nicht erreicht werden. 
Mit Hilfe von Liposomen oder Proteoliposomen laBt sich Nisin problemlos in die befallenen Zellen einschleusen 
40 und f uhrt so zu einer Abtdtung der Bakterien. Damit ist die Rezidivgefahr beseitigt 

Zur Erleichterung der Einnahme des Praparates wird vorgeschlagen, daB die zu verabreichende Dosis als 
Fullung einer Kapsel ausgebildet ist 

Die Dosiermenge kann bei einer Anordnung innerhalb einer Kapsel beispielsweise derart realisiert sein, daB 
die FUllung als eine pulverf6rmige Substanz ausgebildet ist Es ist aber auch mdglich, daB die Fflllung als Ldsung 
45 der Substanzen ausgebildet ist oder daB eine Dispersion (Suspension oder Emulsion) vorliegt 

GemSB einer anderen Zubereitung ist es mdglich, daB die Dosiermenge im Bereich einer Tablette angeordnet 
ist Eine verzftgerte Freisetzung des Praparates aus einer speziellen galenischen Formulierung ist denkbar. 
Hierzu kdnnen beispielsweise Liposomen oder Hydrogele entsprechend der VerOffentlichung "Hydrogels: 
Swelling, Drug Loading, and Release", S.W. Kim et aL, Pharmaceutical Research, 9, 1992, Seiten 283-290 
50 verwendet werden ebenso bioadhasive Materialen nat Or lichen und synthetischen Ursprungs. Weitere galenische 
Formulierungen in dieser Hinsicht sind in der Publikation "Formulations releasing the drug proximal to the 
pylorus in the dog", J. HeinSmaki et aU International Journal of Pharmaceutics, 48 (1988), Seite 51 —61, beschrie- 
ben. 

Zur Ermoglichung einer Wirkstoffentfaltung im Bereich des Magens ist auch daran gedacht, daB die Dosier- 
55 menge in einer dosierbaren Flilssigkeit enthalten ist und oral zugefiihrt wird Es kann beispielsweise eine Ldsung 
oder Dispersion vorliegen. Die orale Applikation ist grundsatzlich bei Magen- und Dflnndarmanwendungen 
zweckmaBig. 

Die diversen Mdglichkeiten der Zusammensetzung des Praparates kdnnen durch folgende Hilfsstoffe ergSnzt 
werden, z. B. Konservierungsstoffe, Puffersubstanzen, TrSgerstoffe, Geschmackskorrigenzien, Farbstoffe, Bin- 
6o demittel, Adhasiva, Gleitmittel, Adsorbenzien, Eindickmittel und VerdOnner. Durch den jahrzehntelangen, unbe- 
denklichen Einsatz in der Lebensmittelkonservierung erscheint es zweckmaBig, die Wirkstoffkomposition mit 
sauren Getranken zu verabreichen (z. B. Fruchtsafte, Cola-Getranke), was die Compliance erhdhen wtirde. 

Antimikrobiell wirksame Substanzkombinationen, beschrieben in den PCT-Anmeldungen WO 93/1 3793- A 
(Blackburn et al.) und WO 92/18143 (SKB), kdnnen auch zur Anwendung gebracht werden; auch hinsichtlich der 
65 Galenik und Dosierung. 

Eine weitere faszinierende Mdglichkeit zur Beseitigung der einleitend genannten Bakterien ware die probioti- 
sche Therapie. Hierbei werden lebende, Bakteriozineproduzierende Bakterien, wie z. B. Lactobazillen, einge- 
setzt, die selber harmlos sind, aber durch bakterizide Mechanismen zu einer Exklusion der pathogenen/fakulta- 
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tiv-pathogenen Keime fuhren. 

Die probiotisch einzusetzenden lactic acid bacteria" (LAB), von der FDA eingestuft a!s "Generally Recogni- 
zed As Safe" (GRAS), sind Bestandteile der physiologischen Schleimhautflora und fflhren normalerweise eine 
mutualistische Lebensweise mit dem menschlichen Wirt 

Eine einfache Verdringung oder Oberwucherung der pathogenen Helicobacter Bakterien durch massenhaft 5 
eingebrachte MilchsSurebakterien (Prinzip der Kompetition) ist im Magen aufgrund der physikalisch-chemi- 
schen Besonderheiten aber nicht mdglich. 

In der vorliegenden Erfindung werden deshalb mit geeigneten Methoden haltbar gemachte Lactococcen 
separat verpackt, die bei Revitalisierung und entsprechendem Nahrstoffangebot ein Lantibioticum, zum Beispiel 
Nisin, produzieren. Diese Fertigpackung kann auch eine Mischung von zwei oder mehreren verschiedenen 10 
Bakterienstammen enthalten, die unterschiedliche Lantibiotica produzieren, so daB eine synergistische Wirkung 
hinsichtlich der Bakterizide gegen Helicobacter entsteht; dies ist zum Beispiel der Fall fQr Nisin A und Nisin Z, 
die vergleichbare biologische Akuvitaten haben, sich aber in ihrem physikochemischen Profil (Ldslichkeit, 
Stabilitat, Aggregauonsverhalten und Diffusion) unterscheiden, was fQr die wechselhaften Bedingungen im 
Magen von groBem Vorteil ist. is 

In einer zweiten Fertigpackung, die als Basis ein Molkereiprodukt enthait, wird eine fQr die Vermehrung der 
o.a. Bakterien optimale Nahrldsung bereitgestellt. 

Durch das Zusammenbringen der beiden Fraktionen und anschlieBender oraler Verabreichung, beginnen die 
Starterkulturen sich im Magen exponentiell zu vermehren, und wahrend der sogenannten Plateauphase werden 
therapeutische Konzentrationen von Lantibiotica in situ erzeugt. 20 

Nach Mehrfachanwendung kommt es zu einer seiektiven Eradikation von Helicobacter sp. Die Therapie ist 
biologisch spezifisch, sanft und schonend fur den Patienten, da keinerlei Nebenwirkungen auf treten. 

Durch Anreicherung des Molkereiproduktes mit fetthaltigen Mikrospahren (wie zum Beispiel in Milch vor- 
handen) laBt sich die Magenpassagezeit der o.a. Zubereitung erheblich verlangern und die bakterizide Wirkung 
auf Helicobacter sp. somit optimierea 25 

Unter Molkereiprodukten werden beliebige Milchprodukte auf der Grundlage von Milch von Saugetieren 
verstanden. Ggf. sind auch gleichartige Ersatzstoffe verwendbar. 

Dieser Ansatz kann selbstverstandlich auch prophylaktisch ausgenutzt werden. 

Eine elegante Methode ware z.B. fQr den gastro-intestinalen Bereich die Anreicherung von Yogurt mit 
Nisinproduzierenden Laktokokken; bei entsprechender Zubereitung und mit additiven Hilfsstoffen kdnnen die 30 
Compliance-Probleme mancher Patienten und ihre aggressiven Bakterien beseitigt werden. 

Auf diese oder ahnliche Weise werden die von der WHO 1988 und H. Cranz aufgefuhrten Kriterien eines 
OTC-Arzneimittels in idealer Weise erfQIlt; beschrieben in dem Aufsatz: Cranz, H. Over-the-counter-drugs: the 
issues. Drug Safety 5 (SuppL 1): S. 120-125, 1990. 

Unter Erkrankungen des Verdauungstraktes werden Erkrankungen des Darms, des Magens, der Speiserohre 35 
oder der Mundhdhle verstanden. 



NISIN — Empfindlichkeitstestung 

Eine experimentelle Priifung der Nisinwirkung auf Helicobacter pylori erfolgte gemaB der nachfolgenden 
Aufstellung. 

l.Teststamme 



Helicobacter pylori I, Herkunft MHH, 1 0^.92 45 
Helicobacter pylori II, MHH, 17.8.92 Die Stamme wurden als Gefrierkonserven (10% Glyzerinzusatz) oder an 
Transportmediumtragern (Transwab) bei - 1 72° C aufbewahrt 

ZNahrboden 

50 

Columbia-Agarbase (Fa. Merck) mit Zusatz von 10% Pferdeblut (Als Kochblutplatte hergestellt). 

3. Kulturbedingungen 

AnzQchtung im Anaerobentopf nach Brewer unter Verwendung von BBL CampyPac Plus der Fa. Becton 55 
Dickinson (standardisierte H2— , COr Atmosphare). 

4. Herstellungder PrQflosung 

Als Testsubstanz wurde reines Nisin der Fa. "Aplin & Barrett LTD" verwendet Die Testung der Substanz eo 
erfolgte bei 2 unterschiedlichen L6sungsmittel-pH, pH 4,43 und pH 2,0. 
Folgende Konzentrationen wurden im 1. Versuchsansatz geprQft: 

250 Mikrogramm/ml 

1 000 Mikrogramm/ml 65 
1 0 000 Mikrogramm/mL 

Da sich aus dem ersten Versuch kein Anhalt fttr eine unterschiedliche Wirkung bei pH 2,0 und pH 4,42 ergab, 
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wurde die Wiederholungspriifung mit der auf pH 2,0 eingesleliten Verdflnnungsldsung und mit folgenden 
Konzentrationen durchgefOhrt: 

500 Mikrogra mm/ml 
5 1 000 Mikrogramm/ml 
2 500 Mikrogramm/ml 
5 000 Mikrogramm/ml 
10 000 Mikrogramm/ml 

io 5. Erapfindlichkeitstestung nach DIN 58940, Teil 6 Agarverdtinnungsmethode 

Ausnahme von dieser Testdurchfflhrung: Prilfung nicht auf Mueller-Hinton-Nahrboden (blut- und serumfrei), 
sondern auf 10% Pferde-Kochblut-Agar, da die Keime bisher nicht auf serumfreien Nahrbdden zu zQchten 
~ '" waren. 

15 Bei der Agarverdflnnungsmethode wurden dem noch fldssigen Nahrboden die zu prflfenden Konzentrationen 
als 10-fach konzentrierte Ldsung zugesetzt und mit dem Nahrboden im Verhaltnis 1 : 10 sorgfaitig gemischt. 
Nach dem Erstarren des Agars wurden die Teststamme als massives Inokulum und, wie in der DIN gefordert, als 
Keimsuspension auf die Agarplatten unterschiedlicher Nisinkonzentration aufgeimpft Das Ergebnis wurde nach 
4-tSgiger BebrQtung bei 37° abgelesen. 
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6. Ergebnis der Prufung 
6.1 Ergebnis der ersten orientierenden Prufung mit der Nisinreinsubstanz 

Tabelle 1 

Wachstum nach 4d 37° C 

Helicobacter pylori I Helicobacter pylori II 
Massiv- Verdunnung Massiv- Verdunnung 
einsaat einsaat 



pH 4,42 

Kontrolle +++ +++ +++ +++ 

250 jig/ml +++ +++ 

1.000 pg/ml + - 

10.000 yg/ml - " 

PH 2,0 

Kontrolle +++ +++ 

250 fig/ml ++-+++ ++-+++ 

1.000 pg/ml +-++ +/- 
10.000 /ig/ml 



Kontrolle +++ +++ +++ +++ 

pH neutral 



Hierbei bedeutet 
+++ v konf luierendes Wachstum, 
+/-#+/++ reduziertes Wachstum, 
- kein Wachstum- 
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62 Wiederholungsprilfung 
Tabelle2 



Wachstum nach 4d 37 °C 
Helicobacter pylori I 
Massiv- Verdunnung 
einsaat 



Helicobacter pylori IX 
Massiv- Verdunnung 
einsaat 



PH 2,6 



Kontrolle +++ 

500 pg/ml ++++ 

1.000 pg/ml + 
2.500 pg/rol 
5.000 pg/ml 

10.000 /ig/ral - 



Kontrolle +++ +++ +++ +++ 

pH neutral 



7. Zusammenf assung 

H.p.I: Die Substanzwirkung beginnt bei 1000 |ig/ml, die Hemmung ist komplett bei 2500 ng/ml, 

H.p.II: Die Empfindlichkeit dieses Stammes, bzw. seine minimale Hemmkonzentration Uegt bei (250 ug/mL 

Bei einer vorab erfolgten Prfifung dieser Substanz (Prfcparat SIGMA, keine Reinsubstanz) deutete sich eine 

Wirkung der Substanz bei alien 5 geprOften Stammen bei 250 |ig/ml an (eine komplette Hemmung wurde nicht 

erreicht). 

Insgesamt ist in Abhangigkeit von der konkret vorliegenden Spezies der Bakterien und der konkreten 
Realisierung des Lantibioticums, insbesondere der nisinoiden Substanz, in einer pharmazeutischen Komposition 
bereits ab einer Wirkstoffkonzentration von 1 ug/ml eine Wirkung zu erzielen. 

Die bereits beispielhaft erwahnten Permeabilisierer zur Reduktion der Mucosabarriere und als Wirkstoffver- 
stSrker lassen sich grundsStzlich in folgende Gruppen einteilen: 

1. Lysin-Polymere und Protamine, 

2. Polykationische Peptide, beispielsweise Laktoferrin, Lysozym, Kathepsin G, 

3. Aminoglykoside, karboxylische lonophore, 

4. kationische, anionische und amphotere Detergenzien, beispielsweise Benzalkoniumchlorid oder SDS, 

5. Polymyxine, PM BM und entsprechende Derivate, 

6. Chelatoren, beispielsweise div. EDTA's, HMP, NT A, Citrat, 

7. Surfactants, beispielsweise Tweens, Tritons, Glyzeride, 

8. allgemeine Permeabilisierer, beispielsweise Tris, Ca 2+ , IMg 2 *, Na + , 

9. Kohlenhydratfettsaureester, beispielsweise Saccharosemonofetts8ureester, 

10. Bioadhasive Substanzen, 

1 1. Liposomen zur intrazellularen Abtdtung von internalisierten Bakterien, 

12. Zyklooxygenasehemmer wie z. B. Saltcylsauren 

13. Protektive Antioxidanzien wie z. B. Vitainin C, 

14. Andere Stoffe, die die Hydrophobizitat des Magenschleims reduzieren. 



+++ +++ +++ 

+++ 

+/- 
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GrundsStzIich kdnnen statt eines isolierten Permeabilisierers beliebige Kombinationen von zwei oder mehre- 
ren Permeabilisierern aus den oben angegebenen Gruppen eingesetzt werden, wobei die jeweilige Kombi nation 
von den Einsatzrandbedingungen abhSngig ist. 

Weiterhin kdnnen Substanzen mit antibakterieller Wirkung eingesetzt werden, die nicht antibiotische Phar- 
maka sind Dazu gehdren 0-adrenerge Rezeptorantagonisten, Diuretica, nichtsteroidale Antophlogistika psycho- 5 
therapeutische Pharaka, Antihistaminika, Barbiturate, Mukolytika und Sekretolytika. 

Die Behandlung von schmerzenden, Saure bedingten Verdauungstrakt-LSsionen erfolgt in einem 2-Phasen- 
Konzept In der ersten Phase werden dem Patienten die akut-symptomatischen Beschwerden gelindert oder 
beseitigt Dies kann mit Hilfe der nachfolgend aufgefOhrten Kombinationsmedikamente erfolgen. 

Zur UnterstGtzung einer Schutzschichtbildung im Schleimhautbereich ist es mSglich, Prostaglandine mit jo 
einem oder mehreren Lantibiotica zu kombinieren. Beispielsweise ist es m&glich, als Prostaglandin Misoprostol 
zu verwenden, das unter der Handelsbezeichnung "Zytotec" verftigbar ist. Eine Behandlung zur Beeinflussung 
des Saureniveaus und zur Keimabtotung erfolgt beispielsweise durch eine Kombination eines Lantibioticums 
mit "Plain Antacids". Derartige Substanzen sind insbesondere als AJuminium-Magnesium-Hydroxid, als Hydro- 
talcit oder als Magaldrat ausgebildet. Diese Substanzen sind unter Handelsbezeichnungen wie "Maalox, Alma- 15 
phil,Talcid, Riopan und Magalphil" verftigbar. 

Andere "Anti-Ulcerants" die mit Lantibiotica kombiniert werden kSnnen, sind Bismuthverbindungen und 
Sucralfat, die wiederum unter Bezeichnungen wie Telen, Ulcogant und Sucraphil" gehandelt werden. 

Eine weitere Klasse von SSureblockern sind die H2-Antagonisten, die mit Lantibiotica kombiniert werden 
konnen- Hier sind insbesondere die Substanzen Cimetidine, Ranitidine, Famotidine, Nizitadine und Roxatidine 20 
zu nennen. Diese Substanzen sind unter Bezeichnungen wie Tagamed, Cimephil, Zantac, Pepdul, Nizax und 
Roxit" verftigbar. 

SchlieBlich kSnnen auch "Proton pump-Inhibitors" als Wirkstoff zur Saureblockung verwendet werden. Der- 
artige Wirkstoffe sind beispielsweise Omeprazole und Lansoprazole, wobei hier typische Handelsbezeichnung 
"Losec, Antra und Agopton" lauten. 25 

Jede der oben angefOhrten Substanzen kann mit einem oder mehreren Lantibiotica kombiniert werden. 
Zusatzlich ist eine Kombination mit den weiter vorstehend aufgeftihrten Wirkstoffverstarkern und Tragersub- 
stanzen mdglich. 

Eine DurchfOhrung einer Behandlung kann derart erfolgen, daB der behandelnde Arzt zunachst die Dauer der 
ersten Phase der Behandlung (individuell sehr verschieden und abhangig vom jeweils vorliegenden Krankheits- 30 
bild) bestimmt 

In der zweiten therapeutischen Indikationsphase, die sich durchaus mit der ersten uberlappen kann, wird ein 
Lantibioticum, eventuell mit synergistisch wirkendem HUfsstoff, eingesetzt, um eine Keimeradikation zu erzie- 
len. 

Die jeweiligen Einzeldosen der Kombinauonstherapie (H2-Blocker zum Beispiel plus Lantibioticum) richten 35 
sich nach dem Schweregrad der Erkrankung und der klinischen Symptomatik. Bei SSure bedingten, schmerhaf- 
ten Lasionen stfinde die Antacida-Therapie bezflglich der Dosis im Vordergrund, die im Verlauf der Besserung 
zugunsten der alleinigen Lantibiotica-Therapie abgeldst werden wflrde. 

Auf diese Weise werden Rezidivquoten auf ein Minimum reduziert, wobei die Kosten der Therapie einen 
Bruchteil der heute aufgewendeten Mine! betragen. 40 

Die Dauer der Therapie rait Lantibiotica erfolgt so lange, bis eine Keimeradikation (siehe spezielle Nachweis- 
methoden in diversen Publikationen) erreicht ist 

Unter Lantibiotica sind insbesondere Substanzen zu verstehen wie sie in der PCT-Anmeldung (PCT/- 
DE93/01006) beschrieben sind. 

Die bevorzugte Ausbildung eines Lanubioticums wird in der Form von Nisin oder eines nisinoiden Derivates 45 
gesehen. 

Wiederum ist hier auf die zitierte PCT-Anmeldung zurttckzugreifen, in der eine Vielzahl von Spielarten eines 
Polypeptidantibiotikums zur Therapie und Prophylaxe von Verdauungstrakt-assozierten Lasionen beschrieben 
sind. 

Die Kombinationspraparate, die vorstehend beschrieben sind und deren ein Hauptbestandteil ein spezielles 50 
Lantibioticum ist (was kein Bacteriocin sein muB, aber sein kann) versprechen optimale raedizinische und 
wirtschaftliche Vorteile fQr das gesamte Gesundheitswesen. An dieser Stelle muB noch einmal deutlich betont 
werden, daB Bacteriocine Produkte von Bakterien sind. 

Es ist aber auch kein esf ails eine halbsynthetische oder vollsynthetische Produktion ausgeschJossen. Auch die 
Obertragung der genetischen Information zur Lantibiotica- Produktion auf z. B. Hefezellen ist moglich. Das 55 
heiBt, die strenge BeschrSnkung auf den bakteriellen HerstellungsprozeB entfSHt hier, wie entgegengesetzt 
beispielsweise in der PCT-Anmeldung WO 92/18143 und der PCT-Anmeldung WO 93/13793 exklusiv vorausge- 
setzt wurde. 

Diese Praparatekombinationen zur Behandlung verdauungstraktassoziierter Lasionen sind absolut neu und 
der nebenwirkungsreichen Triple-Therapie in alien Bereichen uberlegen. 60 

PatentansprQche 

1. Praparatkombination zur Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen des Verdauungstraktes, die bei 
Anwesenheit von Bakterien auftreten, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff mindestens ein Anteil 65 
zur SSurehemmung und/oder Neutralisation mit mindestens einem Bakterium zur probiotischen Erzeugung 
eines Lanubioticums im Verdauungstrakt kombiniert ist. 

2. Praparatkombination nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als ein Wirkstoff mindestens ein 



9 



DE 44 32 262 Al 



"Plain Antacid" vorgesehen ist 

3. Praparatkombination nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB das Plain Antacid als ein Alumini- 
um- Magneshim-Oxid ausgebildet ist. 

4. Praparatkombination nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Plain Antacid als Hydrotalcit 
ausgebildet ist 

5. Praparatkombination nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Plain Antacid als Magaldrat 
ausgebildet ist. 

6. Praparatkombination nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Wirkstoff als ein "Antiulcerant" 
ausgebildet ist 

7. Praparatkombination nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB das Antiulcerant als Bismuthverbin- 
dung ausgebildet ist 

8. Praparatkombination nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Antiulcerant als Sulcralfat 
ausgebildet ist 

9. Praparatkombination nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB ein Wirkstoff als H2- Antagonist 
ausgebildet ist 

10. Praparatkombination nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der H2- Antagonist als Cimetidine 
ausgebildet ist 

11. Praparatkombination nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der H2-Antagonist als Ranitidine 
ausgebildet ist 

1Z Praparatkombination nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB der H2- Antagonist als Famotidine 
ausgebildet ist 

13. Praparatkombination nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB der H2-Antagonist als Nizatidine 
ausgebildet ist 

14. Praparatkombination nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der H2-Antagonist als Roxatidine 
ausgebildet ist 

15. Praparatkombination nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB ein Wirkstoff als ein Protonen 
Pumpen-lnhibitor ausgebildet ist 

16. Praparatkombination nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet daB der Protonen Pumpen-lnhibitor 
als Omeprazole ausgebildet ist 

17. Praparatkombination nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet daB der Protonen Pumpen-lnhibitor 
als Lansoprazole ausgebildet ist 

18. Praparatkombination nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet daB der Protonen Pumpen-lnhibitor 
als Pransoprazole ausgebildet ist 

19. Praparatkombination nach einem der Ansprttche 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet daB eine Kombina- 
tion mit einem Permeabilisierer vorgesehen ist 

20. Praparatkombination nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB eine Kombi na- 
tion mit mindestens einem Wirkstoffverstarker vorgesehen ist 

21. Praparatkombination zur Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen des Verdauungstraktes, die bei 
Anwesenheit von Bakterien der Gattung Helicobacter auftreten, dadurch gekennzeichnet daB als Wtrkstof- 
fe mindestens ein Anteil eines Lantibiotica produzierenden Bakteriums und ein Anteil eines Nahrsubstrates 
vorgesehen sind, daB der Anteil des Bakteriums und der Anteil des Nahrsubstrates voneinander getrennt 
sind und daB das Bakterium und die Nahrldsung vor einer Anwendung miteinander vermischbar sind. 

2Z Praparatkombination nach einem der Anspruche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB eine Anwendung 
im Bereich des Magens vorgesehen ist 
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